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摘要 : 利用 RAPD PCR 技术 研究 了 采 自 我 国 9 省 10 个 代表 点 的 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 自然 群 
体 的 遗传 多 态 现象 ， 根 据 23 个 RAPD 等 位 基因 位 点 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 : 四 多 态 位 点 比例 为 
68.2% 一 86.4% ， 期 望 平均 杂 合 度 为 0.249 一 0.348， 说 明 中 华 接 蚊 群 体 具 广 泛 的 遗传 多 态 现象 
加 利用 3 种 方法 计算 Fu 和 0， 平 均值 为 0.069 一 0.1LL， 相 应 的 迁移 率 Nm 为 2.0 一 3.4， 表 明基 
因 流 水 平 较 低 ; 图 中 华 按 蚊 各 自然 群体 间 的 遗传 一 致 性 达 0.8795 一 0.9973， 平 均 遗 传 距离 为 
0.041+0.033， 属 种 内 变异 范围 。 聚 类 分 析 显 示 ， 和 群体 间 遗 传 距离 与 地 理 位 置 无 对 应 关系 。 
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中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 是 按 蚊 中 分 布 最 广 且 最 常见 的 种 类 之 一 ， 它 偏 嗜 动物 血液 ， 
外 栖 或 半 外 栖 ， 种 群 数量 大 ， 是 我 国 以 往 文献 记载 中 症 疾 和 丝 忠 病 的 重要 传播 媒介 ; 但 在 不 
同 地 理 分 布 区 ， 其 生态 习性 与 传 病 能 力 有 一 定 差异 。 有 鉴于 此 ， 中 华 按 蚊 群 体 遗 传 多 态 性 研 
X, 已 引起 有 关 学 者 重视 [11。 

随机 扩 增 多 态 DNA Crandom amplified polymorphic DNA, RAPD) 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 
项 DNA 多 态 检测 技术 [21， 它 以 10 bp RAN HMRRABASD (G+C 含量 一 般 50% 一 
70% )， 在 一 定 退 火 条 件 下 ， 与 基因 组 DNA 中 互补 序列 配对 ， 启 动 DNA 合成 。 由 于 该 项 技 
术 简 便 快捷 ， 所 以 一 经 问世 ， 很 快 被 用 于 生物 的 遗传 多 样 性 、 分 类 与 进化 等 研究 ， 成 为 检测 
DNA 多 态 性 有 意义 的 遗传 标志 。 本 研究 采用 该 技术 对 我 国 不 同 地 区 中 华 按 蚁 自然 群体 进行 分 
子 遗 传 多 态 分 析 ， 探 讨 不同 群 体 间 的 遗传 结构 和 分 化 现象 ， 为 蚊 媒 控制 提供 基础 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

中 华 按 蚁 标本 采 目 我 国 9 省 10 个 代表 点 现场 ， 详 见 表 1。 成 蚊 经 70% ARR. -20C 
保存 。 全 部 研究 标本 均 经 PCR 鉴别 ， 确 认为 中 华 按 蚊 [3]， 共 247 个 样本 单个 进行 RAPD-PCR 
分 析 。 
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表 1 中 华 按 蚁 各 群体 采集 地 点 


Table 1 Collection sites of An. sinensis population samples 








代号 采集 地 点 采集 时 间 (年 "月 ) 
Code Collection site Collection time 
SD 山东 省 济宁 市 唐 口 镇 “N35*，E116"》 1997.7 
HEN 河南 省 郑州 市 繁 城乡 (N34*，E113") 1997.7 
SN REAR ARS (N34, E110°) 1996.8 
JS 江苏 省 武进 市 奔 牛 镇 〈《N31 ，E119”) 1997.7 
SC PY Jl) 7 BR Ase (N30°, E103") 1997.7 

四 川 省 蒲江 县 大 兴 多 (N30*，E104") 1996.7 
GZ 贵州 省 思 南 县 (N28°, E108") 1997.5 
FJ 福建 省 建 阳 市 (N27"，E118") 1997.9 
YN 云南 省 思茅 市 土 桥 镇 〈N22"，E101”) 1997.5 
HN 海南 省 港 迈 县 山口 镇 ‘N19*，E108") 1997.5 

1.2 方法 


1.2.1 RAPD-PCR: 蚁 基因 组 DNA 的 制备 ， 按 文献 报道 的 方法 提取 单 蚊 DNA™!, HF 100 
uL 双 蒸 灭 菌 水 中 ， 置 0 已 冰箱 保存 待 用 。 

建立 RAPD-PCR 扩 增 体系 ， 反 应 体积 25 /上 L， 反 应 液 中 含 10 mmol/L Tris (pH8.3). 50 
mmol/L KCl. 1.9 mmol/L MgCl. 0.1 mg/mL BSA、4 种 dNTP % 0.1 mmol/L. 1U Taq 
DNA 聚合 酶 、20 ng 随机 引物 CHAT AR) WARY DNA 2 uL, 94°C 热 变 性 min 45 s 
Ja, LA94T 30s, 37C 2 min 和 72C 2 min 为 条 件 ， 在 热 循环 仪 (Perkin Elmers 公司 、480 44) 
作 45 个 循环 ， 经 1.5% 琼 脂 糖 CE 0.5 pg/mL RIZE) 电泳 后 ， 紫 外 灯 下 观察 、 照 相 。 

随机 引物 筛选 9 个 ， 选 用 其 中 2 个 引物 用 于 扩 增 分 析 ， 其 序列 为 : CCTTGACGCA 
(S12)、CCACAGCAGT (S18)。 

本 研究 所 用 试剂 除 注 明 外 ， 均 采用 国产 分 析 纯 同一 批号 。 操 作 程序 严格 一 致 。 
1.2.2 RAPD-PCR 结果 分 析 : RAPD-PCR 多 态 条 带 大 多 可 作为 等 位 基因 的 显 性 标志 21。 二 
倍 体 生 物 中 的 显 性 基因 可 以 扩 增 出 RAPD 条 带 ， 而 隐 性 基因 则 相应 无 带 。 由 于 有 带 个 体 分 为 
显 性 纯 合 子 和 显 隐 性 杂 合 子 两 种 情况 ， 使 得 这 样 的 标志 无 法 统计 杂 合 子 的 基因 频率 ， 因 而 无 
法 研究 群体 的 交配 类 型 ， 也 无 法 验证 是 否 符合 哈代 - 温 伯 格 平衡 定律 ， 所 以 一 般 运 用 RAPD- 
PCR 多 态 条 带 进行 群体 遗传 多 态 分 析 时 ， 必 须 先行 建立 以 下 假设 ; 每 个 基因 位 点 只 有 两 个 
等 位 基因 ， 其 中 一 个 可 扩 增 出 RAPD 条 带 : @@ 各 群体 均 符 合 哈代 - 温 伯 格 平 衡 定律 ， 图 隐 性 等 
位 基因 Ca) 频率 g 由 隐 性 纯 合 子 基因 型 频率 的 平方 根 获 得 ，1- vg = p 是 显 性 等 位 基因 CAD 
的 基因 频率 。 

分 析 时 ， 以 标准 分 子 量 带 作为 计算 各 带 分 子 量 的 标准 ， 有 带 时 计 1， 无 带 时 计 0， 记 录 原 
始 数据 ， 再 利用 RAPD (Version 4.0). PHYLIP (Version 3.5C). BIOSYS (Version 1.7) 等 
软件 包 进 行 数据 处 理 ， 步 骤 如 下 [2546: 用 RAPDBIOS 计算 各 等 位 基因 频率 ， 表 将 其 转变 成 
BIOSYS-1 可 识别 文件 ， 分 别 计算 各 群体 多 态 位 点 比例 (P)7， 由 哈代 - 温 伯 格 估算 的 期 望 平均 
杂 合 度 (He) 及 其 标准 差 。 用 RAPDFST 计算 Wright 的 Fso Lynch 和 Milligan 的 Fst» Weir 
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和 Cockerham 的 0 以 及 相应 的 迁移 率 Nm (Nm = A- Fs )/4Fst )。 其 中 ，N SER. m 
是 迁移 率 。 用 RAPDDIST 计算 群体 间 的 遗传 距离 DCNei ’s unbiased genetic distance 六 公式 见 
下 ?和 遗传 一 致 性 ILD = -InCD ], H PHYLIP 中 的 Neighbor 进行 UPGMA RAAT. PIR 
KE, HH Bootstrap 对 聚 类 图 进行 可 信 度 分 析 。 


D =- Inl Gyy/ v GxGy ] 
Gy 和 Gy 分 别 是 所 有 研究 位 点 (2nxJx -1)/Cny-1) 和 QnyJy-1)/Qny-1) 的 平 
BM, Gort >) XY, 的 平均 数 ; Jo Jy 分别 是 >》 D Yo 的 平均 数 ;， BEX. YRR 
不 同 的 群体 ，z 为 菜 群 体 的 个 体 数 ，XX,，Y, PAIX 和 YY 群体 等 位 基因 ; 的 基因 频率 。 


2 结果 


中 华 按 蚁 9 个 群体 代表 随机 引物 的 扩 增 结果 见 图 1。247 个 样本 用 2 个 随机 引物 共 扩 增 有 
23 条 带 ， 将 此 作为 分 析 的 指标 。 


图 1 表 工 各 群体 中 华 按 蚊 单 蚊 DNA 随机 引物 S12 的 扩 增 结果 
Fig. 1 Fragments amplified using primer S12 on DNA extracted [rom individuals of An. sinensis 
from each population in Table 1 
WIG 1, 16. 分子量 标志 物 CDNA/EooR| + Hindlll); KË 2~3. 可 群体 〈2 无 扩 增 产物 )， 泳 道 4 一 5，SC 群体 ; 
KIB 6~7. SN 群体 ， 泳 道 8 一 9. JS 群体， 泳 道 10 一 11. GZ 群体 泳 道 12 一 13. YN 群体 ; 
泳 道 14 一 15，HN 群体 ;， 沪 道 17~20，SD 群体 ， 泳 道 21 一 24，HEN 群体 
Lane 1，16. marker ADNA/ EcoRI + Hindlll); lane 2~3. FJ population ane 2 no results); lane 4~5. SC population: 
lane 6~~7. SN population; lane 8~9. JS population; lane 10~11. GZ population; lane 12~13. YN population; 
lane 14~15. HN population; lane 17~20. SD population: lane 21~24. HEN population 


群体 的 遗传 多 态 性 常用 多 态 位 点 的 比例 和 平均 杂 合 度 衡 量 。 中 华 按 蚊 各 群体 的 多 态 位 点 
比例 《P)》 和 期 望 平均 杂 合 度 (He) 见 表 2。PP 为 68.2% 一 86.4%， 平 均 81.8%， 可 见 中 华 
按 蚁 自然 群体 具 高 度 的 遗传 多 态 性 ， 其 中 陕西 群体 的 变异 程度 较 低 ，He 为 0.249， 而 四 川 群 
体 的 变异 程度 较 高 ，He 达 0.353。 

固定 指数 Fs 和 0 通常 是 衡量 等 位 基因 在 不 同 群 体 之 间 分 化 程度 的 指标 ， 迁 移 率 (Nyn) 
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则 可 衡量 群体 间 基 因 交 流 的 水 平 。 本 研究 分 别 计 算 了 Wright 的 Fw Lynch 和 Milligan 的 
Fst, Weir 和 Cockerham 的 0， 以 及 相应 的 Nm (#3). Fst 和 1 的 平均 值 为 0.069 一 0.111， 
表示 群体 间 的 差异 仅 占 全 部 差异 的 6.9% 一 11.1%， 主 要 差异 属于 各 群体 内 部 ;其 相应 的 迁 


表 2 


群体 代号 
Population 
code 
FJ 
GZ 
sc 


YN 
HEN 
HN 
SD 
JS 


SN 
平均 average 


多 态 位 点 的 取 值 是 等 位 基因 频率 低 于 0.95 


位 点 





中 华 按 蚊 各 群体 样本 数 Cn). SAA (CP) 及 期 望 平 均 杂 合 度 (He) 
Table 2 Sample size (n), percentage of polymorphic loci (P), and mean expected 


heterozygosity per locus (He) in populations of An. sinensis 


样本 数 


size 
27 
23 
43 
29 
27 
27 
14 
32 
25 


Sample 


27.44 


RI 中 华 按 蚁 群体 各 位 点 的 Fxt、9、Nin 值 


多 态 位 点 比例 〈%) 
Percentage of 
polymorphic loci 
81.8 
81.8 
86.4 
81.8 
77.3 
86.4 
86.4 
86.4 
68.2 
81.8 


Mean expected 


heterozygosity (SD) 
.298 
.293 
.353 
.267 
.293 
.308 
«332 
.348 
.249 
.304 


D 


oo o O-O 0O OT G OD 


0. 
Q. 
0. 
0. 
0. 
Q. 
0. 
O. 
0. 
Q. 


039) 
037) 
036) 
034) 
042) 
037) 
039) 
037) 
024) 
036) 


期 望 平均 杂 合 度 《 标 准 差 ) 


The polymorphic loci defined by the allele frequency less than 0.95 


Table 3 Fst, @ and Nm value of each locus in An. sinensis populations 


Wright 


Weir & Cockerham 


Lynch & Milligan 





Locus 
S18-A 
S18-B 
S18-C 
S18-D 
$18-E 
$18-F 
$18-G 
$18-H 
S18-I 
S18-J 
S18-K 
S18-L 
S18-M 
S18-N 
S12-1 
S12-2 
S12-3 
S12-4 
$12-5 
平均 average 


O O 0O O GOG OG O G OGOOGO GOG O O A OGOGO’ OOG 


Fst 

.047 
.120 
.057 
.096 
.032 
.161 
.058 
.114 
.079 
.073 
.100 
.250 
.065 
.048 
.066 
061 
.046 
.030 
.041 
.076 


Nm 


5. 


iw) 
D 


Bo On A U ww Un we OM WwW NY RP A e NNA 
e O DN Bun onn BM UO Ome wD FR HD Re 


已 Nm 
.037 6. 
.003 -—73. 
.049 4. 
.092 2. 
.019 
.166 
.049 
.113 
.073 
.066 
.097 
.204 
057 
.037 
.059 
.054 
.035 
.017 
.030 
.069 


pa 
iw) 


A FRNA FP ON WW NM Ff e 
e oOo fF œO fF OF RP NBS UN NY oO FW nru vo mA 


oo o o co co co co co co co co CO CO fC fo OO 2 2 
pm 
人 


w oO 


ooo co O co co co GOG O GCG OT O O O co coo ClO gG 


Fst 

.064 
.035 
.117 
.190 
.042 
.290 
.098 
.201 
.149 
.145 
:152 
.391 
.117 
.080 
.108 
a117 
.070 
.013 
.044 
.111 


Nm 


3. 
hs 


= 


m. 
ka 


We NN FP Or RP RP RP YY ON he 
D Ae TO WOR WW FR RUN BOW A wR OO 


Nm UW 


6 


bo 
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移 率 也 很 低 为 2.0 一 3.4， 表 明 该 种 按 蚊 的 基因 流水 平 很 低 ， 这 与 按 蚊 的 生活 习性 密切 相关 。 
比较 3 种 计算 方法 ，Lynch 和 Milligan 的 方法 偏差 较 大 。 





全 面 衡 量 不 同 省 区 的 中 华 按 蚊 群 体 间 遗传 分 化 程度 ， 可 依据 其 遗传 一 致 性 CID 和 遗传 距 
A CP) 作 分 析 。 由 表 4 可 见 中 华 按 蚊 成 对 群体 间 的 遗传 一 致 性 较 高 为 0.879S$ 一 0.9973， 说 
明 各 群体 完全 一 致 的 基因 所 占 比 例 高 达 87.95% 一 99.73%;， 各 群体 间 遗 传 距离 相对 较 小 ， 平 
均 遗 传 距离 为 0.041 土 0.033， 根 据 遗 传 距离 经 聚 类 分 析 得 聚 类 图 《图 2)， 显 示 和 遗传 距 离 与 各 
群体 地 理 位 置 无 对 应 关系 。Bootstrap 分 析 其 聚 类 图 的 可 信和 度 均 在 50% 以 上 。 


群体 
Population 


FJ 
GZ 
sc 


YN 
HEN 
HN 
SD 
JS 


SN 


表 4 中 华 按 蚊 各 群体 间 的 遗传 一 致 性 和 遗传 距离 


Table 4 Estimates of Nei’ s unbiased genetic identity “above diagonal) and genetic 


distance (below diagonal) among 9 populations of An. sinensis 




















图 2 中 华 按 蚊 9 群体 遗传 距离 聚 类 图 


Fig. 2 Genetic distance dendrogram among 9 populations of An. sinensis 


O O OLO O O 020 02 


SN 


9473 
9163 
9342 
8795 
9537 
8985 
9087 
9340 


FJ GZ SC YN HEN HN SD Js 
= 0.9695 0.9828 0.9692 0.9652 0.9814 0.9801 0.9905 

0.0310 = 0.9719 0.9870 0.9284 0.9895 0.9842 0.9850 
0.0173 0.0285 = 0.9572 0.9756 0.9624 0.9721 0.9916 
0.0313 0.0131 0.0437 Š 0.9002 0.9874 0.9899 0.9799 
0.0354 0.0743 0.0247 0.1051 = 0.9244 0.9389 0.9570 
0.0188 0.0106 0.0383 0.0127 0.0786 一 0.9968 0.9842 
0.0201 0.0159 0.0283 0.0102 0.0630 0.0032 加 0.9973 
0.0095 0.0151 0.0084 0.0203 0.0439 0.0159 0.0027 一 
0.0541 0.0874 0.0681 0.1284 0.0474 0.1070 0.0957 0.0683 

JS 

RL 

Y5 

GZ 

SC 

FJ 

SN 

HEN 

{] 0.0! íi). 02 D. 03 0. 04 0. Os 0. 06 0.07 
RRA Oei? s unbiased genelie distance) 
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3 讨论 


本 研究 利用 RAPD-PCR 技术 检测 出 中 华 按 蚁 自然 群体 中 存在 着 广泛 的 遗传 多 态 性 ， 多 态 
位 点 比例 较 高 “81.8%)， 期 望 平均 杂 合 度 为 0.304; 而 文献 报道 利用 同 功 酶 标志 进行 检测 ， 
中 华 按 蚁 平均 杂 合 度 仅 为 0.1S$77]。 将 RAPD 标志 与 同 功 酶 标志 相 比 较 ， 显 示 前 者 结果 更 加 
灵敏 ， 这 与 其 他 学 者 认为 RAPD 标志 能 够 揭示 许多 形态 或 生理 生化 指标 无 法 检测 到 的 遗传 多 
态 性 的 观点 一 致 [5'8]。 

本 研究 表明 不 同 地 区 的 中 华 按 蚁 群体 具有 和 较 高 的 遗传 多 态 性 ， 平 均 杂 合 度 高 于 白 端 按 蚁 
An，albimanust?]。 固 定 指数 《Fst 和 0) 提示 中 华 按 蚊 的 遗传 变异 主要 存在 于 群体 内 部 ， 其 
BRIA PLA Nm 为 2.0 一 3.4 与 冈比亚 按 蚊 An. gambiae 东非 和 西非 群体 的 Nm E (> 
3) 相近 似 [101。 理 论 上 讲 ， 若 Nm >1， 和 群体 间 基 因 交 流 可 以 防止 遗传 漂 变 造成 的 群体 分 
化 [4J。 遗 传 距离 分 析 中 华 按 蚊 群体 间 的 遗传 一 致 性 达 0.879$ 一 0.9973， 表 明 遗 传 距离 与 地 
理 位 置 间 没有 对 应 关系 ， 平 均 遗 传 距离 为 0.041+0.033， 属 种 内 变异 范围 "122j4。 以 上 结果 说 
明 ， 各 地 中 华 按 蚊 群体 的 遗传 结构 基本 相同 ， 没 有 明显 分 化 。 

中 华 按 蚊 为 我 国 古 北 春 和 东洋 界 的 广 布 种 ， 除 青海 、 新 疆 外 ， 各 地 均 有 分 布 。 尽 管 宏 观 
上 中 华 按 蚊 各 分 布 区 的 地 理 、 气 候 等 条 件 有 一 定 差 异 ， 但 其 殉 生 、 栖 息 活 动 的 微 生 境 类 型 基 
本 相似 ， 多 为 人 类 聚居 区 ， 嗜 吸 牛 血 ， 兼 吸 人 血 ， 是 水 稻 种 植 区 的 优势 蚊 种 ， 群 体 数量 较 大 ， 
这 些 生态 特点 ， 保 证 了 中 华 按 蚊 各 群体 间 遗 传 结 构 的 相对 稳定 。 
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Study on molecular genetic polymorphism of Anopheles 
sinensis populations in China 


MA Ya-jun', QU Feng-yi!» XU Jian-nong!, ZHENG Zhe-min? 
(1. Department of Parasitology, Second Military Medical University, Shanghai 200433, China: 
2. College of Life Sciences: Shaanxi Normal University, Xian 710062, China) 


Abstract: Samples of Anopheles sinensis from 10 collection sites in 9 provinces of China were ana- 
lyzed for genetic polymorphism using RAPD-PCR. Twenty-three RAPD loci were studied and the 
results were as follows: @) The percentage of polymorphic loci was 68.2% ~ 86.4%, and the ex- 
pected mean heterozygosity was 0.249~0.348, which indicated extensive genetic polymorphism in 
the natural populations of An. sinensis. © The Fst and 0 were caculated using 3 measures. 
Mean values were 0.069~-0.111 with corresponding migrating rate of 2.0-~~3.4. It indicated that 
the level of gene flow was low. @The genetic identity among the natural populations was 0.8795 
一 0.9973 with the mean genetic distance of 0.041 +0.033. The data are within the range of in- 
traspecilic variation. Cluster analysis revealed that the genetic distance did not relate to the collec- 
tion sites. 
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